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家 重 五 龄 幼虫 血 淋 巴 内 维生素 的 研究 
RA JRA 


(浙江 农业 大 学 ,杭州 310029) 


摘要 本 实验 对 家 性 Bombys mori 五 龄 健康 的 雌雄 幼虫 殷 中 毒 的 峻 幼虫 ,细胞 质 多 角 体 病毒 CCPY7》 
TER) 1664 rb t ER E Pa A ARR MERE E (VB). io (VBO KRR (VB Sib RAATI 
肥 相 色谱 法 进行 了 定 芭 测定 。 在 五 龄 幼虫 发 育 阶段 , 血 淋 巴 内 每 仲 维 生 索 含量 均 是 肉 委 高 于 维尼 ,健康 者 高 
于 病态 者 , 且 病 鼻 含 维 生 束 的 重 持续 下 降 ; 烟 酸 和 烟 本 胺 浓度 一 直 减少 "可 能 是 部 分 烟 酸 、 烟 酰胺 在 酶 作用 
下 与 某 些 绰 白 质 结 含 ， 部 分 烟 酸 、 烟 酰胺 形成 NADP 酶 的 缘故 3 VB. VB, ju VB. 旅 度 增 加 ,是 幼虫 大 
县 摄食 、 贮 存 能 最 和 营养 5 供 日 后 生命 循环 需要 的 结果 。 


NUDO RE WER MHE 


ERR Bombys mori 和 其 它 昆虫 的 生长 发 育 过 程 中 ,对 维生素 的 需求 量 虽 少 , 但 却 
是 调节 生理 机 能 不 可 缺少 的 。 维 生 素 在 细胞 的 代谢 过 程 中 起 着 重要 作用 。 家 短 本 身 不 能 
合成 维生素 ， 靠 从 食物 中 摄取 (南开 大 学 等 ，1980)。 维 生 素 在 昆虫 (包括 家 乔 ) 体 内 的 组 
成 ,含量 以 及 与 昆虫 性 别 , 健 康 状态 、 各 生长 发 育 阶 段 诸 因素 间 的 数量 关系 ,迄今 未 见 国内 
外 有 过 较 全 面 的 研究 报道 。 | 

细 旋 质 多 角 体 病毒 (CPV) Bleibt PESCE IT ILEA EJLER, KA 
氟 污 染 在 浙江 的 蚕桑 产 区 已 造成 了 较 严 重 的 损失 ,引起 普遍 关注 。 AEMP ER CPV 
感染 后 对 体内 维生素 的 组 成 和 浓度 的 影响 ， 是 值得 研究 的 。 本 文采 用 液 相 色谱 方法 分 析 
X cm BE ROME REL s obs. CPV 感染 雄 幼 虫 血 淋巴 内 的 烟 酸 、 烟 栈 胺 , 叱 
EE (VB), WRR (VB) KREK (VB) 的 含量 ,同时 探讨 了 从 五 龄 起 委 到 熟 委 的 
发 育 阶 段 中 ,各 维生素 含量 变化 稳 势 和 可 能 的 内 在 原因 。 


材料 和 方法 





一 、 供 试 虫 源 

家 蛋品 种 ” 浙 农 1 号 X 苏 12。 在 27°C 的 饲养 室内 用 干净 的 湖 骏 197 的 又 叶 和 饲养 。 

二 、 家 午 幼 虫 血 淋巴 样品 的 采集 

选 一 批 大 小 均匀 发 育 整 齐 健康 的 四 龄 幼虫 ,五 龄 饮食 前 进行 肉 雄 鉴别 。 肉 秋分 两 组 
饲养 ,一 组 对 照 ,一 组 添 食 100 ppm 的 狐 化 钠 ; 雄 径 也 分 成 两 组 ,一 组 对 照 ， 一 组 添 食 每 这 
升 含 1.9 x 10 的 多 角 体 。 然后 在 幼虫 的 尾 角 处 用 注射 器 抽取 血 淋 巴 。 采 血 时 间 分 别 为 ' 
Ruiz. 3.5. 75038 9X QUAS RER, MEROE PREA mA DEE 
Wit RR 8 P BYLE f RE AE .颜色 变 黑 。 采 血 后 立即 用 Parafilm 薄 腊 封 住 试管 口 、 
样品 混 匀 ,名 光 保 存在 一 30°C 的 冰箱 内 。 
ERF 1989 年 月 收 到 。 
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=, RETE GUdHÉ 

Ac A HR LES, PERNA aE ERI A 3A DD Kimura $ (1982), Ichinose 等 
(1985). Vanderslice 55 (1981), Takikawa 56 (1982) f] Gimsing (1983) 诺 方 法 的 总 
括 。 样 品 前 处 理 和 分 析 测 试 过 程 中 尽 可 能 避 交 。 2 mi 血 淋 巴 以 1500 rpm 的 转速 在 4C 
下 离心 10 分 钟 ,倾倒 出 上 层 血 桨 ,下 层 凝 块 用 1% NaC gif 0.5 ml 混 匀 ,再 次 离心 ,合并 
两 次 上 清 液 。1 ml 上 清 液 用 酷 酸 和 2 mol/L NaOAc 溶液 调节 pH 值 约 为 4.5, 加 人 少量 
粉末 状 演 粉 酶 和 维生素 CGEGJ. 在 35°C 下 缓慢 振荡 过 夜 。 上 述 样 品 试 液 再 经 超声波 抽 
提 30 分 锅 后 ,加 入 0.25 m150% ClCCOOH 和 0.5 ml 2mol/L 的 EDTA 溶液 混 勺 , S 
置 10 分 钟 后 ,用 2mol/L NaOAc 调节 pH ER 7 , PAREREA Imlo 以 15000rpm 
的 转速 在 一 4°C 下 离心 12 分 钟 ， 小 心 倾倒 出 上 清流。 2 ml 上 请 该 缓 缓 地 通过 经 活化 的 
Sep-pok Cu PE JE 2ml 6546 IU RUBETE HIE, SES ME 0.5 ml BEC c ER BE 
供 反 相 离子 对 高 效 该 相 色 谱 法 定量 测定 。 

四 、 维 生 素 的 定量 分 析 

我 们 臣 本 采用 Dong 3$ 1988) 应 用 反 相 离子 对 色谱 法 同时 调 定 多 种 水 次 忻 玲 生 毒 
的 方法 ， 状 作 了 一 些 下 进 以 适合 分 析 家 午 纺 下 自 淋巴 捕 提 次 中 的 维生素 ,如 VO. RR. 
WHERE. VB, IPER, VB, VB,ORD VB, WM, (EM Waters 流 相 色谱 位 ,用 8mm x 
10 cm Waters Radisl Pak C, FERE Guard Pak C, JfüRE, SIRKIS O DEC E AJ: 
UV2Sdun [Ws VC. Hire JARE RE VD, 29010 AMN RRN VB, 305um AMi VB; 
3A MEME VB, Cass = 365nm, Aen = 5200m), HEARE R ee TETCGSS XLRUVE F Reo 
用 半 柄 酸 调 节 pH 25 3.06 的 16426 WERKIE dE CP & PIC B7 3.75 mol/L, PIC B5 
1.25 mol/L, 0.2576 的 TEA) ENZI, 3829 2.0 ml/ 分 钟 。 


结果 和 讨论 


图 1 是 维生素 标准 盗 液 和 家 蛋 五 龄 幼 虫 血 林 巴 维 生 素 提取 液 的 典型 色谱 图 。 由 图 看 
出 ,荣光 检测 灵敏 庶 远 高 于 紫外 光 检 测 。 在 采用 紫外 兴 检 测 样 品 滚 中 的 VB, 时 ，VB: i 
与 样品 中 深度 很 大 的 未 知 物 峰 迭 侣 无 法定 量 。 同 时 对 VB， 采 用 专 一 的 欧 光 检测 方法 ， 
就 排除 了 干扰 。 

3k xung NUES aup, CPV 感染 雄 释 在 五 龄 幼虫 发 育 期 问 血 淋巴 
多维 生 束 的 婆 相 色谱 分 析 结 果 。 在 本 文 的 分 析 方法 里 ,VC 作为 抗 扎 化 章 加 入 血 淋 巴 内 ， 
REG ERRE; VB。 和 叶酸 宋 检 出 。 

从 图 2 到 图 3 mini. ibn ul t eS Agde EE EP TIRE, XX SS LH LATE LOC 
TAR E DEETURERAHIBICOSAA08.1980)s rug CPV 感染 后 ， 幼 虫 血 淋 巴 内 维 生 
KAREME B, L-E FE KEMUR E TE Ex E Mood rh ERG 
JEPE CPV 感染 后 ,食物 报 引 全 减少 ， 机 体 的 吸收 转化 功能 衰退 。 随 普 时间 延 
长 ,症状 加 下, 以 至 于 不 动 , 不 摄食 ,甚至 死亡 (如 CPV 感染 幼虫 ,第 8 天 已 死亡 )。 幼虫 
血 淋 巴 肉 维 生 吉 含 下 逐日 下 降 ， 是 狼 症 加 下 的 必然 拓 池 。 实 际 上 最 后 两 三 天 检测 到 的 允 
ER XE UR SR OE CP LOT A uto 

Se EE FI Ue Ah Eb LL E. PI IRIURE REGE e er GE DLE ARER AA PU Te st DE 2 ta Moe s 
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图 1 HERRER (A) 和 家 恤 血 淋巴 维生素 提取 流 CB 的 波 相 色谱 图 
1.VC 2. 烟 酸 3. 烟 网 胺 4.VB, 5 叶酸 6.VB，7.VB，8,VB,，9.10.11.12. 未 知 物 峰 


kl 家 直 五 龄 幼虫 血 淋 巴 内 维生素 含量 的 HPLC 测定 结果 #( 单 位 : pg/ml) 














健 康 NE A $ 中 e X 
1 3 5 7 9 1 3 5 | 7 9 
8.672 | 8.502 | 6.713 | 6.481 | 5.324 | 8.334 | 6.618 3.556 2.246 1.297 
6.152 | 5.807 | 4.939 | 3.806 | 1.808 | 3.643 | 2.168 1.995 1.896 0.938 
3.703 | 3.894 | 4.085 | 4.180 | 4.304 | 2.923 | 2.533 2.208 1.728 1.072 
1.561 | 1.041 | 1.294 | 1.478 | 1.496 | 1.176 | 0.773 0.694 | 9.360 0.392 
ND | 0.675 | 1.126 | 5.620 | 6.229 | 0.039 | 0.467 0.559 8.409 0.205 






















CPV RRE 改易 
mE | 《9%) 
ARI 6.482 | 5.278 0.91 | 23.44 
. 烟 栈 胺 | 5.986 | 4.363 0,58 | 16.07 
VB, 3.118 | 3.259 0.44 | 15.11 
VB, 1.344 0.840 0.73 31.20 
VB, 0.532 | 2.865 0.86 | 32.14 








* dE del XU ERKENE SP 
到 热 鼻 的 生长 发 言 ,逐日 下 降 (图 2)。 FEBA AS RGB VOTIS ER RA E FE P TE RR 1 


TRUR RE (NA, Es 88088 TL LAISSER Ie — BCEFR ER CNA DP) Jo 
辅酶 与 多 种 蛋白 结 含 ， 催 化 机 体 代 谢 过 程 中 所 进行 的 多 类 氧化 还 原 反 应 CHengen 和 
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图 3 五 龄 发 育 阶 段 家 起 幼 虫 血 淋巴 肉 VBLCA)、VB,CB)、VBeC) 浓度 逐日 变化 情况 
Fog RES 2 


Vries, 198555 问 时 ,氢化 性 的 NADP tititi NADPH， 用 来 合成 脂肪 酸 , 贮存 于 脂肪 
IEA (Geer 和 Perille，1977)。 已 经 知道 ， 五 龄 期 间 家 起 幼虫 笑 淋 巴 内 蛋白 质 含 量 、 兹 
腺 内 蛋白 质 合 如 以 及 腹部 脂肪 体内 的 于 物质 (主要 是 脂肪 ) 逐 日 上 升 ( 匡 载 德 ，1980)。 在 
此 期 闻 , 血 淋 巴 内 烟 酸 , 烟 琴 胺 浓度 逐渐 下 降 , 很 可 能 是 家 秆 将 从 食物 中 摄取 的 烟 酸 , 烟 政 
胺 在 酶 的 作用 下 形成 辅酶 。 一 部 分 辅酶 与 茜 些 蛋白 质 结合 ， 另 一 部 分 辅酶 形成 氢化 性 的 
NADP 酶 ;而 我 们 的 伴 品 前 处 理 方法 不 能 或 厅 完 全 紫 使 刍 合 的 烟 酸 、 烟 酰胺 变 成 游离 态 。 


这 种 结合 趋势 增加 ,导致 了 易 游 多 的 烟 酸 、 烟 栈 胺 含 苦 的 减少 。 该 设想 还 有 有待 同位 未 标记 
实验 来 确证 。 
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与 烟 酸 、 烟 酰胺 的 情况 不 同 ,五 龄 家 敌 幼 虫 血 淋巴 内 VB.. VB. 浓度 随 幼虫 的 生长 发 
ZEW VB, 浓度 起 初 下 降 ,第 3 KEELA 3)。 昆虫 从 食物 中 摄取 VB. VB, 
及 VB. 后 ,在 体内 形成 各 自 的 辅酶 ,在 机 体 的 代谢 过 程 中 发 挥 作用 (南开 大 学 等 ，1980)。 
因 家 鼻 自 上 簇 后 的 生命 循环 进程 中 已 不 再 摄取 食物 ,在 这 期 间 机 体 新 陈 代谢 所 需 营养 ( 包 
揪 维 生 素 ? 和 能 量 , 是 靠 幼 虫 阶段 ， 特 别 是 五 龄 期 间 大 量 摄食 积累 贮存 起 来 的 营养 和 能 重 
物质 来 提供 的 。 五 龄 幼虫 血 淋 巴 内 VBk、VB。 及 VB. 浓度 逐日 增加 ， 是 家 和 蛋 积 累 营 养 


和 能量 的 必然 结果 。 
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A STUDY ON VITAMINS IN THE HEMOLYMPH OF FIFTH INSTAR 
LARVAE OF BOM BY X MORI 


Zanc RoNG-cHUN Ma ZHI-cHAO 


(Instrumentation Center, Zhejiang. Agriculiural University, Hangzhou 310029) 


The ion-pair reversed chromatographic method was applied to analyse niacin, niacin- 
amide, pyridoxine (vitamin Be), thiamine (vitamin Bi) and riboflavin (vitamin Bò in the he- 
molymph of the fifth instar larvae of silkworm Bombyx mori. They consisted of four groups 
including healthy males, CPV-infected males, healthy females and fluoride poisoned females. 
During the fifth instar larval development, ihe vitamin content in the hemolymph of the heal- 
thy larvae was higher than that in the diseased state and there was a continuous decrease in 
vitamin content in the diseased larvae. It is suggested that a part of niacin and niacinamide has 
been associated with some proteins under enzymic action and formed NADP-enzyme during 
the fifth instar larval development, resulting in the gradual decrease of free niacin and niacin- 
amide. At the same time, the increasing amount of vitamin Bs, B, and Ba is due to the require- 
ment of stored nutrients to complete the life cycle of the silkworm. 


Key words Bombyx mori 
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